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背景： 
癌のリンパ行性転移において、センチネルリンパ節 (Sentinel Lymph Node; 
SLN)は癌領域からのリンパ流を最初に受けるリンパ節と定義され、リンパ節転
移が最初に起こる部位と考えられている。センチネルリンパ節に転移した癌の
早期診断および根治治療を行うには、真のセンチネルリンパ節の解剖学的位置
を同定すること、またリンパ節内の癌転移部位を正確に評価することが重要と
なる。 
近年ナノテクノロジーの医学・医療応用(ナノメディシン)が注目されており、
蛍光、X 線、MRI、超音波等のイメージング感度を強化するナノ粒子開発が盛ん
に行われている。しかし、それぞれのイメージングには、分解能や組織透過性
などに長所・短所がある。よって複数のイメージングモダリティを融合し、互
いの長所を伸ばしたり、短所を補完したりするような技術開発が期待されてい
た。特に蛍光や X 線は定量性の高いモダリティであり、両者の融合は革新的な
イメージング技術の実現へ向け有望な組み合わせである。しかしこれまで蛍光
と X 線のマルチモーダルイメージングはわずかな報告数に留まっている。本研
究では、X 線吸収能と蛍光能を併せ持つナノ粒子を使ったマルチモーダルイメ
ージングの開発を試み、センチネルリンパ節診断への応用を試みた。 
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目的： 
X 線吸収能と蛍光能を同時に併せ持つナノ粒子作製し、マウスリンパ節におけ
る粒子分布の計測や解析を通してセンチネルリンパ節診断法の開発を行う。 
 
材料・方法： 
X 線造影剤には金(Au)ナノ粒子、蛍光粒子には量子ドット (Quantum dot; QD)、
そして両粒子を融合するプラットフォームにはシリカ  (SiO2)を用いて、
QD/SiO2/Au 粒子を作製した。QD/SiO2/Au 粒子の in vitro および in vivo での粒子
の分布動態をマウスの微小転移モデルを用いてイメージングし、センチネルリ
ンパ節内の粒子分布と微小転移領域の間の相関性に着目し検討した。特に
QD/SiO2/Au の粒子数に注目して解析し、X 線 CT と蛍光イメージングの結果を
同一の単位で評価する新たなイメージング概念の構築を目指した。 
 
結果： 
QD/SiO2/Au 粒子は in vivo および in vitro において十分な X 線造影能と蛍光能
を示し、リンパ節微小転移モデルマウスの同一のセンチネルリンパ節を両イメ
ージングで可視化することに成功した。X 線 CT の画像解析から QD/SiO2/Au 粒
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子はリンパ節の癌転移開始部位であるリンパ管流入部近傍に強く集積していた。
更に集積部を高精度の共焦点蛍光顕微鏡を用いた蛍光イメージング解析を行っ
た結果、QD/SiO2/Au 粒子の分布と微小転移部位の癌細胞数の間で高い相関を示
すことが分かった。 
 
考察： 
Au 粒子と QD 粒子の特性を損なうことなく、それぞれを 1 粒子ずつ担持する
QD/SiO2/Au 粒子を合成した。これを用いたセンチネルリンパ節の X 線 CT およ
び蛍光の同時イメージングの成功により、QD/SiO2/Au 粒子は複雑なリンパ流を
有する消化器癌の治療において術前(X 線 CT)および術中(蛍光内視鏡)のリンパ
節検出ツールとしての有用性が期待された。また QD/SiO2/Au 粒子を使ったイメ
ージングにおいて、X 線 CT で輸入リンパ管のリンパ節流入部を特定し、さらに
蛍光計測でリンパ節内の微小転移領域を検出できたことから、本粒子は癌微小
転移危険部位を描出する機能を持つ優れた診断用造影剤となる可能性がある。
本研究では、Ｘ線と蛍光のイメージング結果を融合するために、QD/SiO2/Au の
分布を粒子数の単位で評価し、両イメージングの計測値を共通単位として扱う
ことに成功した。このイメージング概念は、放射線診断分野と病理診断分野の
両者に共通のパラメーターとして応用することが可能なため、両分野を融合し
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た新たな診断学の展開が期待される。 
 
結論： 
QD/SiO2/Au 粒子を使ったマルチモーダルイメージングはセンチネルリンパ節診
断の精度向上に大きな貢献することが期待される。 
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2 研究背景 
 
癌におけるセンチネルリンパ節 1は癌に接続するリンパ管を通して最初にリ
ンパ流を受けるリンパ節と定義されている。したがって真のセンチネルリンパ
節を同定し、リンパ節内の癌細胞有無を高確度で評価することは、癌転移早期
診断や根治治療にとって極めて重要である 2,3 (図 1a, b)。センチネルリンパ節の
癌転移診断には、二つの課題がある。一つ目は、主に消化器癌において、真の
センチネルリンパ節を同定する技術の問題であり、二つ目はリンパ節内の癌転
移部位を正確に特定する技術の問題である。以下、それぞれの課題の背景や詳
細を説明する。 
乳癌、皮膚癌治療の領域では、センチネルリンパ節生検が診断と治療に果た
す役割は大きいとされ、臨床でこの概念が用いられるようになったのは 1990 年
代からである 4,5。これらの癌では、リンパ管ネットワークが比較的単純なため、
真のセンチネルリンパ節の場所が特定し易い。例えば、乳癌では脇の下の数十
個の腋窩リンパ節の内のどれかがセンチネルリンパ節となる (図１a)。一方、消
化器系に所属するリンパ節は複雑なリンパネットワークを形成しているため、
消化器癌のリンパ行性転移は、癌近傍のリンパ節だけでなく、遠隔部位に位置
するリンパ節へも起こる (図 1a)。また、体腔の深いところに存在しているため
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にリンパ節探索が難しい 6-8。実際に、消化器癌では、手術治療による不十分な
リンパ節廓清が問題となっている 8-10。手術治療が第一選択であることの多い消
化器癌においては疫学統計学的見地から癌発生部位近傍に位置する所属リンパ
節が定義され、ガイドライン 11 により切除範囲が決定される。しかし時として、
このガイドラインによらない遠隔領域のリンパ節に転移を認めることがあるた
め、手術治療前の術前検査、診断精度が非常に重要となる。現在転移リンパ節
の局在診断に用いられる術前検査としては X 線 CT12 (Computed Tomography)と
MRI13(Magnetic Resonance Imaging)、PET14(Positron Emission Tomography)が主に用
いられている。近年の検査機器の解像度の向上により、微細な転移リンパ節の
同定が可能になってきており、適切な術前検査に従い手術治療を行うことで良
好な治療成績が期待できる。しかし、術前の検査により解剖学的な位置情報を
得たとしても、脂肪過多や体格などの問題や術者の技術的な問題で手術中に当
該リンパ節を同定できず必要十分なリンパ節廓清が行えない場合があり、切除
すべきリンパ節が残存した場合には生命予後に影響をきたす可能性がある 10,15。
このため、患者個体差や術者技術差によらず、術前・術中に一貫した技術とし
て、消化器癌の真のセンチネルリンパ節を同定する手技の開発と標準化が期待
されている 15-17(図 2a)。 
二つ目のリンパ節内の癌転移部位を正確に特定する技術の課題に関しては、
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消化器癌に留まらず乳癌、皮膚癌でも未だ解決されていない。通常廓清、切除
されたリンパ節は病理標本として、2-4 µm 厚さの 1 ないし 2 枚の切片のスライ
ドで作製され転移の有無が検索される。通常成人のリンパ節の大きさは数 cm 程
度であり、リンパ節の標本として作製されたスライドはリンパ節の 1/10000 程度
の部分を見ているに過ぎない (図 2b)。故にリンパ節に転移があったとしても、
ある程度の大きさに腫瘍が増殖していないと標本切片上に癌細胞が検出されず、
見落とされる可能性がある。リンパ節微小転移の定義は皮膚癌と乳癌に関して
いくつかの報告がある。Dewar18 によると、センチネルリンパ節の被膜下 
(subcapsular)に留まる転移 (図 1b)、Starz19,20によると 0.3 mm 以下の深度を持つ
センチネルリンパ節転移は、非センチネルリンパ節への更なる転移所見がなか
ったとして微小転移の定義であると結論付けている。一方で Dewar や Starz の
基準でも非センチネルリンパ節転移を認めるとの報告 21,22 もあり、いまだ微小転
移の基準は論争となっている。しかしいずれの報告も用いた対象リンパ節の病
理標本切片作製数は１から数枚であり、真の微小転移が見逃されている可能性
がある。Noura ら 23 によると、一つのリンパ節標本切片の作成枚数が増えるに従
い転移陽性率が上昇するとの報告もあり、センチネルリンパ節の微小転移が非
センチネルリンパ節転移に与える影響を検討するにはより精度の高い微小転移
診断の方法が望まれる。 
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以上に述べたセンチネルリンパ節生検の二つの問題点を解決するためにナ
ノテクノロジーを利用することは解決の糸口となり得る。近年ナノテクノロジ
ーを用いて多機能を有する粒子 (マルチモーダルナノ粒子)の開発が非常に注目
されており 24-27、医学・医療分野の発展に貢献している。ナノ粒子とはおおよそ
数百 nm 以下の、ポリマー、磁性体、金、量子ドット、希土類、カーボン、シリ
カなどを素材として人工的に作成された粒子で、表面積/体積比が大きい、すな
わち作用面積が大きいこと、表面修飾が比較的容易であり様々な抗体あるいは
薬剤を担持させることが可能であること、様々な画像機器での撮像効果を有す
ることなどの特性を一般的に有している 24。それらナノ粒子を組み合わせ、ある
いは抗体その他の修飾物質を組み合わせることで、それぞれの粒子の欠点を補
完し、利点を積み上げたものをマルチモーダルナノ粒子という。2015 年現在ま
でに様々な組み合わせのマルチモーダルナノ粒子が報告 24,25,28,29 されているが、
金と量子ドットを用いたリンパ節の詳細なリンパ節イメージング解析について
の報告は未だされていない。また、ナノ粒子に限らず X 線 CT と蛍光を用いて
センチネルリンパ節の描出を試みた報告 60, 61 はいくつか見られたが、いずれも
従来のイオパミドール、インドシアニングリーン、あるいはテクネシウムなど
の核種を組み合わせたイメージングであり、以下に述べる欠点が克服されてお
らず、その有用性は限定的と考えられる。すなわちこれらを用いたセンチネル
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リンパ節イメージングの欠点とは、いずれの物質もリンパ節に滞留する時間が
短く、また、投与後の周囲組織への拡散が早いために実際の手術操作の時間が
限定されてしまうことである。その点において本開発粒子は後述するようにリ
ンパ節滞留時間が長くまた、周囲組織への浸透が少なく、これまでの X 線 CT
と蛍光を用いたセンチネルリンパ節イメージングより優れていると考えられる。 
様々なイメージングモダリティのうち、蛍光イメージングに関して、蛍光物
質は励起エネルギーに比例して発光シグナルを出すために定量的な解析が可能
であり、分解能は 200nm 程度である。しかし光は生体組織内では吸収と散乱を
繰り返すために透過性が優れておらず、厚みのある組織観察には向かない。こ
のため蛍光イメージングは分子レベルから小さい組織の定量的イメージングに
適している。また、X 線 CT イメージングに関して、X 線 CT は組織のそれぞれ
が持つ X 線吸収係数の差を可視化したもので、X 線の高い透過性のため、小さ
い組織から全身のイメージングに適している。コントラスト分解能の強化を目
的として、CT 造影剤が用いられるが、CT 値は造影剤の量に比例するため、定
量的なイメージングが可能である。このように蛍光や X 線は定量性の高いモダ
リティであり、蛍光イメージングと X 線 CT イメージングの利点を用いること
で分子レベルから全身レベルまでのイメージングが可能となることが期待され
る。両者の融合は革新的なイメージング技術の実現へ向け有望な組み合わせで
13 
 
ある。しかしこれまで蛍光とＸ線のナノ粒子を用いたマルチモーダルイメージ
ングはわずかな報告数に留まっている。さらにリンパ節診断に蛍光とＸ線のマ
ルチモダリティが応用された例はない。本研究では量子ドットおよび金ナノ粒
子を用いたマルチモーダルイメージングの開発を試みた。 
本研究で開発したリンパ節診断用マルチモーダルナノ粒子は、約 57 nm の均
一なサイズにコントロールされており、蛍光能と X 線吸収能を同時に併せ持つ。
この粒子を用いて、真のセンチネルリンパ節を X 線 CT と蛍光で同時に検出す
るイメージング法の開発を行った。この技術はセンチネルリンパ節を術前に X
線 CT 検査で特定し、その後、術中に蛍光内視鏡で検出し、摘出する手技に応用
できる可能性を含んでいる。また本マルチモーダルナノ粒子のセンチネルリン
パ節内の局在性を X 線 CT と蛍光イメージングで検討した結果、本ナノ粒子は、
輸入リンパ管のリンパ節流入部に特異的に局在していることが明らかになった。
この部位は癌細胞がリンパ節転移する際の転移開始部位と考えられる 18,21。その
ためこの部位に注目してリンパ節切片の組織診断を行えば、微小癌を発見する
可能性は高まり偽陰性診断を防ぐことが期待される。以上のように、本研究の
技術開発により、センチネルリンパ節診断の課題解決へ有用な方法となること
が期待できる。 
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3 研究目的 
 
X 線 CT 吸収能と蛍光能を同時に併せ持つナノ粒子作製し、マウスリンパ節での
粒子分布の計測や解析を通してセンチネルリンパ節診断法の開発を行う。 
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4 研究方法 
 
4-1 実験材料および機器 
 
4-1-1  実験動物 
BALB/c-nu マウス 5～10 週齢 (20 g～32 g)を実験用マウスとして使用した。全て
の処置や観察の前に、ケタミン (100～120µg/g) とキシラジン (8～10µg/g) を腹
腔内投与かつイソフルラン吸入にて麻酔を行い、実験動物の苦痛を伴わないよ
う配慮した。実験は「国立大学法人東北大学動物実験等に関する規定」に準拠
して行った。また本研究における動物実験計画は東北大学動物実験委員会から
承認を受けた (承認番号；2013 医動-313)。 
 
4-1-2  粒子合成に用いる試薬等 
・Distilled water (H2O) 
粒子作製の際の溶媒として脱イオン水を使用した。脱イオン水は水道水を純水
製造装置 (Yamato 製, WG250) によりイオン交換し、蒸留したものを使用した。 
・Gold (Ⅲ) chloride trihydrate (HAuCl4･3H2O) 
Au ナノ粒子の原料として市販の試薬(98％、Sigma-Aldrich 社)を使用した。 
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・Trisodium citrate trihydrate (Na-cit) 
Au ナノ粒子を作製する際の還元剤として市販の特級試薬(99%,関東化学株式会
社)を使用した。 
・Ethanol (EtOH) 
各実験における溶媒として市販の特級試薬（99.5%, 関東化学株式会社）を使用
した。 
・(3-aminopropyl) triethoxysilane (APES) 
QD/SiO2 粒子を作製する際のシランカップリング剤及び QD/SiO2 粒子表面をア
ミノ基で修飾する際の試薬として市販の試薬 (99％、Sigma-Aldrich 社) を使用し
た。 
・Tetraethoxysilane (TEOS) 
粒子を作製する際のシリカシェル形成のためのモノマーとして市販の有機合成
試薬（95％、関東化学株式会社）を使用した。 
・Sodium hydroxide solution (NaOH) 
粒子のシリカシェル形成反応のための塩基性触媒として市販の試薬(1.0 M 関
東化学株式会社)を使用した。 
・Sodium Chloride (NaCl) 
粒子を塩析する際に加える塩として市販の特級試薬(99.5％、関東化学株式会社)
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を使用した。 
・カルボキシル基付加量子ドット (QD800ITKTMCarboxyl Quantum  Dots 
Q21371MP  Invitrogen 社製 QD キット) 
CdSe を ZnS でポリマーコーティングした量子ドットで、表面カルボキシル基
を担持している。 濃度 8×10-6 M であり、蛍光波長 800 nm である。 
 
4-1-3  微小転移モデルに用いる細胞と抗癌抗体 
・4T1-luc 細胞 
マウス乳癌由来の細胞 (JCRB1447, ロット番号 12282011) で epithelial-like の
形態をもち、ルシフェラーゼを発現している。 
・抗サイトケラチン抗体 
サイトケラチン (CKs) は上皮細胞および上皮由来細胞に発現する，中間径フ
ィラメント構成タンパク質のひとつで、上皮細胞や上皮性悪性腫瘍細胞の表現
マーカーとして用いられる。本研究ではウサギ由来汎抗マウスサイトケラチン
抗体 (abcum) を用いた。 
 
4-1-4  比較に用いる造影剤および蛍光剤 
作成した粒子の造影能および蛍光能を比較するため、イオパミドール(イオパミ
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ロン®300, Schering)と、動物実験用 X 線造影剤であり、粒子径が 15 nm である市
販 Au ナノ粒子 (AurovistTM , Nanoprobes) を比較用 X 線 CT 造影剤として用い
た。また、蛍光能の比較には今回作成した粒子にも使用している市販量子ドッ
ト (QD800ITKTMCarboxyl Quantum DotsQ21371MP) を修飾せずそのまま用いた。 
 
4-1-5  高分解能 X 線 CT を用いた撮影および計測 
SkyScan 1176 (Bruker) にて撮影を行った (図 3a)。9µm ピクセルの分解能を有し
た研究用 X 線 CT で、50kV、0.5mA の条件にて撮影を行った(イメージ幅 6mm)。
但し、撮影時間は 9µm ピクセルで 30 分、18µm ピクセルで 5 分を必要とした。
得られた画像は付属の再構成用ソフトウェア (NRecon、Bruker) にて再構成後、
3D 解析用ソフトウェア (CTvox、Bruker) にて 3D 構築した。 
 
4-1-6  蛍光量測定 
IVIS spectrum (caliper 社) 装置にて測定した (図 3b)。測定条件は Luminescent 
exposure time 5 sec Excitation 710nm/ Emission 790-810nm F/Stop 2 で行った(以
下 IVIS 撮影条件は同一条件で施行)。IVIS 装置に備わっているソフトウェアを
用いて取得画像の同範囲 ROI (Region Of Interest) における蛍光量を測定した。 
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4-1-7 粒子の電子顕微鏡観察および計測 
粒子観察に透過型電子顕微鏡 (Transmission electron microscope 以下 TEM、日本
電子社製、EM-2000FXⅡ) を使用した。TEM 観察試料は調節した粒子コロイド
をコロジオン膜貼り付けメッシュ (日新株式会社製、200 または 400 メッシュ) 
に滴下し、室温で乾燥させ作製した。 
 
4-1-8 病理標本の蛍光撮影  
病理標本での蛍光を測定するために共焦点顕微鏡システム(図 3c)を使用した。
システムは蛍光顕微鏡(IX-71,Olympus)、Nipkow disk-type の共焦点ユニット
(CSU10 Yokogawa、Japan)、EMCCD camera(Ixon DV887, Andor, Northern Ireland)
から構成されている。 10 倍、60 倍の対物レンズ(PlanApo 1.40 NA,Olympus)を
蛍光測定に用い、励起は blue レーザー(488nm, 50mW, Spectra-Physics, CA USA)
で行った。励起された蛍光の計測は 620-700nm、760-840 nm band pass filter で行
った。 
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4-2  実験方法 
 
4-2-1  QD/SiO2/Au の作成 
Au ナノ粒子は塩化金にクエン酸を加え作成した 31。本研究では 0.34 M Na-cit 
47µL 水溶液に 2.42×10-4 M HAuCL4 9.95 ml 水溶液を加え 80℃で撹拌するこ
とで、2.42×10-4 M Au ナノ粒子を作製した(図 6)。 
QD/SiO2 はゾルゲル法 32 で作製した。本研究では以下の方法を用い作成した。 
8×10-6 M QDs 0.08 ml を 139.92 ml 水溶液に加え、1 mM TEOS/エタノール 
236.0 ml と 620 ml エタノールと混ぜる。0.1 M NaOH 4.0 ml をゾルゲル反応の
触媒として混ぜ、35℃24 時間反応させる。1000 ml の QD/SiO2 溶液に 24000 rpm30
分の遠心分離をかける。上澄みは 200 ml の水と置換する。APES は表面アミノ
化のために用い、QD/SiO2 から QD/SiO2-NH2と修飾する。6 mM APES 0.28 ml
を QD/SiO2 水溶液に混ぜ、24 時間反応させる。24000 rpm 30 分の遠心分離を
かける 3 度洗浄を行う。QD/SiO2-NH2 は 5 ml のエタノール溶媒にとかす。2.42
×10-4 M Au ナノ粒子 179.2 ml と QD/SiO2-NH2 5 ml を混ぜ 35 ℃で 2 時間反応
させる。24000 rpm 30 分遠心分離をかけ 3 度の洗浄後 QD/SiO2/Au 1 ml を作
製する。 
最終的な理論濃度は[QD]=8.0×10-7 M [Au]=5.4×10-2 M である。 
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 作成された QD/SiO2/Au の肉眼観察および電子顕微鏡観察と計測を行い、粒子
の性状を観察した。また、TEM にて撮影を行い任意の 1000 個の粒子を計測した。
計測内容は、粒径、担持 QD 数、担持 Au 粒子数、Au 粒子径とした。 
 
4-2-2  QD/SiO2/Au による in vitro イメージング 
 SkyScan 1176 (Bruker) にて各濃度に振り分けられた(5.4×10-2M、2.7×10-2M、
1.35×10-2M、6.75×10-3M、3.78×10-3M) 粒子の撮影を行った。CT 造影能は CT 
(Hounsfield Unit) 値で評価した。また、比較のためにイオパドール (イオパミ
ロン 300® 0.15M、0.075M、0.037M、0.0175M),  AurovistTM (5.0×10-2M、2.5
×10-2M、1.25×10-2M、6.25×10-3M) のそれぞれの CT 値を測定した。また、IVIS
装置にて同濃度での蛍光量測定を行い平均 Radiant efficiency を算出し、arbitrary 
unit として表記した。また QD (未修飾) を比較対象とした。 
 
4-2-3  QD/SiO2/Au による in vivo イメージング 
リンパ節微小転移モデルの作成は nude マウス足背に 4T1 細胞を 1×106 個
（20µl PBS）移植した後 3～5 日目の膝窩リンパ節に 4T1 腫瘍細胞が転移してい
るもので、かつ腫瘍細胞浸潤がリンパ節辺縁から 200µm を超えないものをリン
パ節微小転移モデルと定義した 18,19。微小転移は最終的に病理学的に判断し、こ
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の定義に外れた個体は微小転移モデルからは除外した。マウスから摘出された
リンパ節は直ちに 10%ホルマリンにて固定した。パラフィン包埋を行い 4µm で
全て薄切した後、ヘマトキシリンエオジン染色(HE 染色)、未染色を交互に標本
を作製した。また、必要に応じて上皮系癌細胞抗体である抗サイトケラチン抗
体を用いて免疫染色を行った(図 4a～g)。 
イメージング実験に先立ち全身麻酔下にマウスの足背の腫瘍に直接
QD/SiO2/Au 30µl を注入した。5 分間後肢の屈伸運動 (股関節、膝関節の屈伸
1 サイクル/秒×5 分間) を行ったのち、直ちに X 線 CT 撮影を行った (撮影条件
解像度 9µm ピクセル)、ついで皮下剥離の後 IVIS 装置にて蛍光撮影を行った。
撮影の目標とするセンチネルリンパ節は注入部から直近の膝窩リンパ節と定め
た。 
QD/SiO2/Au 粒子のセンチネルリンパ節内での分布と滞留時間を解析するため
に、粒子の投与前、投与 5 分後、10 分後、15 分後、20 分後、30 分後、60 分後
に膝窩リンパ節 CT 撮影を行った (N=6) (撮影条件解像度 18µm ピクセル)。粒子
投与から 5 分間後肢屈伸運動を行った。比較のためイオパミドールおよび
Aurovist のマウスへの投与と撮影を QD/SiO2/Au 粒子と同様に行った(各 N=6)。 
解析は CT 画像として再構成された各リンパ節の全てのスライスを ROI で囲い
HU 値を測定すた。測定された HU 値は撮影時間ごとに箱ひげ図で表す (N=6)。
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また、リンパ節内の HU 値のバラつきを解析するために各リンパ節 HU 値の変動
係数(標準偏差/HU 平均値)を時間毎に求めた。 
また、リンパ節造影の経過時間変化を投与前、投与 5 分後、30 分後、60 分後
の任意の CT 画像スライスを抽出して図を作製した。 
更にリンパ節内の粒子の分布を比較するために、投与後最も造影効果を示した
リンパ節画像を 15×15 ブロックに分けそれぞれのブロックを ROI で囲み、HU
値を測定して HU 値を Z 軸とした 3D グラフ (RinearnGraph3D_5.5.34: 
www.rinearn.com/graph3d/Renearn, 日本) にした。また、各リンパ節の最も造影効
果を示した CT 像を 3D 画像(CTvox, brukar, SkyScan 付属ソフト)で構築した。 
また、最も造影効果を示したリンパ節画像を用い、辺縁部と非辺縁部を 900mm3
のROIで囲いHU値の測定をした。ROIに存在するQD/SiO2/Au粒子数を計測し、
リンパ節内での粒子数分布を求めた。粒子数計測は Au 原子の大きさ 0.144nm と
し、粒子の担持している Au を完全な球体として TEM で計測した平均粒径から
1Au 粒子の体積をもとめ、平均 Au 担持数から 1QD/SiO2/Au 粒子の持つ Au 体積
を求めた。そこから 1QD/SiO2/Au 粒子の持つ Au 原子数を求め、先に求めた Au
モル濃度と CT 値の検量線から QD/SiO2/Au 粒子数対 CT 値を求めた。これによ
り撮影された画像の示す CT 値から粒子数が求められる。 
 リンパ節微小転移領域と QD/SiO2/Au 粒子分布領域を比較するため、微小転移
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モデルから採取した膝窩リンパ節の標本を用いて、光学顕微鏡による癌細胞の
核数(HE 染色)と共焦点顕微鏡による QD/SiO2/Au 粒子数の計測 (未染色)を行っ
た(N=4)。各個体での癌細胞核数と粒子数の相関係数を導く。用いた HE 染色標
本切片に対応する未染色標本切片は癌細胞分布が不明瞭な場合に抗サイトケラ
チン抗体を用いた免疫染色を行い、癌領域を確認した(図 4a-g)。粒子数計測は当
研究室の先行研究 30で明らかとなったQD1粒子の特性である固有の明滅現象(図
5a)から求めた。すなわち、共焦点顕微鏡 60 倍視野にて QD1 粒子は 20 秒間の蛍
光観察の間に 4 秒間の消光時間をもち、その標準誤差は非常に小さいという特
性(図 5b)であり、また、QD粒子の凝集で消光時間が短くなるという特性がある。
このことから観察した標本上に存在する 1 粒子を同定し、標本上の蛍光量と 1
粒子の蛍光量と比べることで粒子数を求めた。1 粒子選定には 20 秒 (0.2 秒/フレ
ーム) 100 フレームを AVI ファイルにし、4 秒の off state を認める明滅を 1 粒子
と定めた。粒子数計測は 20 秒 (20 秒/フレーム) 1 フレームを JPEG ファイルに
し、Image J software  (http://rsb.info.nih.gov/ij/)のグレースケールに変換し、
選定した 1 粒子のグレースケールと測定した ROI のグレースケールの割合から
視野の粒子数を求めた (図 5a)。 
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4-3 統計処理 
 
独立 2 群の母平均の検定には Welch の t 検定を使用した。P<0.05 にて有意差有
りと定義した。 
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5 研究結果 
 
5-1  QD/SiO2/Au の in vitro イメージング 
 4-2-1 の実験方法に従い作製した粒子は肉眼的に濃紫色で明らかな凝集体を認
めず、やや粘調であった(図 6 右上)。TEM にて観察された粒子は、平均粒径は
56.47±8.95nm であった。また、平均 Au 粒径は 10.35±0.94nm であった(図 7a)。
平均 Au 担持数は 0.966±1.04 個で平均 QD 担持数は 1.09±0.40 個であった (N＝
1054) (図 7b)。 
 4-2-2 の方法に従い in vitro 実験を行った結果、X 線 CT にて計測された
QD/SiO2/Au の HU 値は Au 元素濃度 1 mol/L あたり 21777 HU であり、比較
のために計測された Aurovist の Au 元素濃度 1 mol/L あたりの CT 値は 19440 
HU であり、また、イオパミドールではヨウ素元素濃度 1 mol/L あたり 4666 HU
であった (図 8a、b)。IVIS 装置にて計測された QD/SiO2/Au の蛍光量は、濃度
によらず未修飾の QD と同程度であった。(図 8c、d) 
 
 
 
 
27 
 
 
5-2  QD/SiO2/Au による in vivo イメージング 
4-2-3 の方法に従って実験を行った。QD/SiO2/Au を足背腫瘍 (図 9a)に直接注
入して 5 分の屈伸運動の後に膝窩リンパ節を中心に撮影した(図 9b)。IVIS 装置
による蛍光測定を行う直前にマウスの後肢皮膚を除去した結果 (図 9c)、辺縁が
濃紫に染色する膝窩リンパ節が肉眼的に観察された。また、IVIS 装置 (図 9d) お
よび X 線 CT (図 9e)いずれでも膝窩リンパ節が描出可能であった。 
 QD/SiO2/Au のセンチネルリンパ節内分布の解析を行ったところ、イオパミド
ールは投与後 10 から 15 分で CT 値のピークを示し、20 分では投与前と同等の
CT 値を示した (図 11a 左グラフ)。Aurovist は投与直後に CT 値が上昇して、5
分後から 60 分後で CT 値は大きく変動せずいずれの時間帯でも同様の CT 値を
示した (図 11b 左グラフ)。QD/SiO2/Au では、投与直後から CT 値の上昇を認
め、60 分後でも CT 値は大きく変動を示さなかった (図 11c 左グラフ)。また、
各個体の全スライスで測定したCT値はQD/SiO2/Au投与群においてイオパミド
ール群、Aurovist 群と比べて強いバラつきを示した (図 11 a, b, c 左グラフ)。各
個体の CT 値の平均値、標準偏差値から変動係数 (HU の標準偏差値/ CT 値の平
均値) を時間ごとに算出したところ、投与前ではイオパミドール、Aurovist、
QD/SiO2/Au の 3 群では変動係数が 0.1 から 0.2 程度であった。投与 5 分、10
28 
 
分、15 分、20 分、30 分、60 分では、イオパミドールおよび Aurovist 群ではの
変動係数は 0.1 から 0.2 に対して QD/SiO2/Au 群では 0.2 から 0.6 と強い CT 値
のバラつきを示した。 (図 11 a, b, c 右グラフ) 
 最も強い造影効果を示した CT 像から CT 値を Z 軸とする 3D 像を構築した
ところ、イオパミドールはリンパ節内で均一な高さの CT 値を示した (図 12a 
イオパミドール粒子分布像)。また、Aurovist はなだらかな CT 値の傾斜を示し
た（図 12a Aurovist 粒子分布像）。一方 QD/SiO2/Au はリンパ節の辺縁に高い
CT 値を示し、リンパ節内部に CT 値の上昇を認めなかった（図 12a粒子分布像）。
CT 値対 QD/SiO2/Au 粒子数検量線 (図 12b) から QD/SiO2/Au の粒子数の分布
を求めたところ、輸入リンパ管流入部に最も粒子を認め次いで辺縁部に多く偏
在していることが明らかとなった。また、リンパ節内部には粒子が少なく、①
～④の被膜下群と⑤⑥の非被膜下群の粒子数で比較したところ、粒子数に差を
認めた (P<0.01; t 検定)。(図 12c) 
 標本切片を用いてリンパ節微小転移モデルにおける癌細胞核数とQD/SiO2/Au
粒子数を計測した。図 13 で示した標本は、(a)と(h), (b)と(i), (c)と(j), (d)と(k), (e)
と(l), (f)と(m), (g)と(n)が対応している(図 13 a～n)。図 (a )から (g)は共焦点顕
微鏡による観察、図 (h)から (g)は光学顕微鏡による観察で赤点は癌細胞核を示
す。粒子数のもっとも多いところ 9.4×103 個/mm3 で(図 13d)、これに対応する癌
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細胞数は 85×103 個/mm3 であり(図 13k)、観察された切片のなかでは粒子数、癌
細胞核数ともに最も多かった。また、もっとも少ないところで粒子数 8×103 個
/mm3(図 13g)、対応する癌細胞数は 0 個/mm3(図 13n)で粒子数、癌細胞核数とも
に最も少なかった。その他個体で測定した粒子数と癌細胞核数から作成した散
布図から相関係数を求めたところ、それぞれの相関係数は 0.63, 0.92, 0.80 および 
0.91 であった。(図 14 各 赤、緑、青、紫グラフ)。 
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6 考察 
 
6-1  粒子特性 
本研究では X 線吸収能と蛍光能を同時にもつ新しいナノ粒子を開発した (図
6, 7)。生体機構の解明と新しい診断法の開発には高精度のイメージング技術が必
須である。しかしこれまでに様々な組み合わせのナノ粒子を用いたマルチモー
ダルイメージングが報告 24,29,34 されているがＸ線と蛍光の組み合わせでの報告
は殆ど見られず in vitro での報告 28 があるのみである。 
本研究で Au ナノ粒子 35 を X 線吸収物質として、量子ドット 36-38（QD）と呼
ばれる発光性半導体ナノ粒子を蛍光物質として用いた (図 6)。Au ナノ粒子は高
い X 線吸収能を持ち、従来使用されているヨウ素含有造影剤の 3 倍程度の造影
能を持つといわれている 35。また、Au ナノ粒子は作製過程での粒子径の調整あ
るいは表面修飾が比較的簡便であり、試作に適している 35。また、Au 自体は古
くより生体への治療薬で使用されているように、毒性の点から生体適合性が高
い 35,39。QD は粒径 10-20nm の半導体物質でできており、蛍光特性として発光波
長よりも短い波長の光を吸収して様々な波長の蛍光をそのサイズに応じて放出
する特徴を持ち、従来の蛍光材料と比較して高い耐光性、蛍光強度をもつこと
からバイオイメージング分野で高い注目を浴びている 40。また、QD は励起エネ
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ルギーに正確に比例して蛍光シグナル量を出すために量的評価することに適し
ている。 
本研究では上記素材を用いて診断用マルチモーダルナノ粒子を開発した (図
7)が、粒子は再現性を担保するために単分散でかつその X 線吸収能と蛍光能が
それぞれの検出機器にて十分検出可能な値を示すものでなければならない。
TEM にて観察された粒子の平均粒径は QD/SiO2 で 56.47±8.95nm、Au で 10.35
±0.94nm であった (図 7)。単分散はおおよそ粒径のバラつきが 10％以内と定義
41 されることがあり、これによると QD/SiO2と Au はほぼ単分散で均一の大きさ
であるといえる。一方粒子担持数については、QD 担持数は 1.09±0.4 個、Au 担
持数は 0.966±1.04 個であり、平均で 1QD/SiO2/Au 粒子に 1 個ずつの QD 粒子と
Au 粒子を持つこととなるが、バラつきが大きく、粒子計測の精度を得るために
均一な担持数が得られるような粒子作成方法が今後の課題として残った。 
作成された粒子の元素濃度あたりの X 線吸収能は従来臨床検査で頻用される
ヨード系造影剤のおよそ 3 倍の X 線吸収能を認め (図 8a, b)、これは動物実験用
造影剤である Aurovist とほぼ同等の X 線吸収能であった。このことから、本粒
子は作成に用いた理論濃度通りの Au 原子が担持されていることが明らかであ
る。また、作成された QD/SiO2/Au 粒子の蛍光量は市販の QD と同等の蛍光強度
を示した(図 8c, d)。蛍光物質の近傍に Au 粒子があることで FRET (Fluorescence 
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resonance energy transfer)42 と呼ばれる、近接した 2 個の発色団の間で励起エネル
ギーが移動する現象が起こる可能性がある。この FRET 現象が起こる場合、QD
を励起して発生したエネルギーが Au 粒子に流れることによって QD が発光しな
い現象(クエンチング現象)が起こる。FRET 効率は距離の 6 乗の関数として、距
離が近づくにつれ急激に増大するため、クエンチング現象を起こさないために
QD と Au 粒子の間に一定以上の距離が必要である。本開発粒子では未修飾であ
る QD と同等の蛍光量を示したことから、クエンチング現象は起こっていない
ことが考えられ本粒子の QD と Au 粒子の距離は適切であると考えられる。以上
より Au と QD が本来もつ粒子の X 線造影能、蛍光量が修飾を受けず QD/SiO2/Au
粒子を形成していることが明らかとなった。 
 
6-2  センチネルリンパ節 in vivo イメージング 
また、QD/SiO2/Au をマウス足背に注入して膝窩リンパ節を目標リンパ節と定
め観察を行った結果、X 線 CT および IVIS 装置で十分検出可能な画像を得るこ
とが可能であった (図 9d, e)。このことは QD/SiO2/Au 粒子が複雑なリンパ流を
有する消化器癌の治療において術前、術中のリンパ節検出ツールとして応用可
能であることを示唆する。ヒトへの臨床応用を考慮した際、消化器癌であれば
経内視鏡的に QD/SiO2/Au を癌に直接注入した後に X 線 CT 撮影を行い、癌と接
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続するセンチネルリンパ節の解剖学的な位置情報を得ることが可能となり、更
に手術治療での開胸開腹操作中に蛍光波長を検出する機器を用いれば同リンパ
節部位を確実かつ容易に捉えることが出来る。比較のために蛍光能を持たない
粒子の投与実験例を示す（図 10）。これは本研究に先立つ基礎実験であり、作成
した 57nm の金シリカ粒子 (Au/SiO2) (図 10a)を用いたマウスセンチネルリンパ
節投与実験を行っている。Au/SiO2 粒子は QD/SiO2/Au 粒子と同様のリンパ節内
分布を示すことが X 線 CT 画像から明らか (図 10b)となったが、蛍光イメージを
得ることは出来ず膝窩リンパ節の解剖学的位置は同定できなかった (図 10c)。こ
のことからも蛍光イメージングによる術中ガイドの有用性は明らかである (図
2a)。 
 
6-3  X 線 CT イメージによる粒子分布特性の評価 
X 線 CT 撮影像と IVIS 撮影像を比べた場合、リンパ節内に分布する同じ粒子
を観察しているにも関わらず、X 線 CT 像では IVIS 撮影像よりリンパ節内部分
布がより鮮明に描出された (図 9)。これは粒子が発する蛍光が IVIS 撮影フィル
ターに届くまでに組織内で吸収散乱を繰り返す 43,44 ためと考えられ、正確な粒子
の分布像を結べていない可能性がある。それゆえ、QD/SiO2/Au の蛍光情報は手
術中のマクロ解剖学的なセンチネルリンパ節の位置情報を得る簡便な方法 (図
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2a)である一方、リンパ節 1 個体の分布情報については X 線 CT を解析する方が
より正確であると考えられる。X 線 CT を用いたリンパ節内部の粒子の分布を解
析した結果 (図 11, 12)では、イオパミドール、Aurovist はリンパ節内部にほぼ均
一に分布することが明らかとなった。一方 QD/SiO2/Au はリンパ節辺縁に強く集
積する傾向を認め、リンパ節非辺縁部すなわちリンパ節内部にはほとんど分布
しないことが明らかとなった(図 12c)。箱ひげ図(図 11)から、QD/SiO2/Au がリン
パ節内で高いバラつきを示し分布すること (図 11c)は、本粒子開発目的であるリ
ンパ管流入部を特定することにとって有用でありまた、バラつきの上端が高い
CT 値を示すことも検出感度向上にとって有用と考えられる。 
このQD/SiO2/Au粒子のリンパ節内部での特異的な分布様式を説明するものと
してリンパ節のメッシュ用構造物の存在 45,46が挙げられる。リンパ節の機能本体
としてのリンパ実質とリンパ流の通り道としてのリンパ節洞はメッシュ用構造
物で仕切られているといわれている。QD/SiO2/Au はこのメッシュ用構造物を通
過できないために辺縁洞に留まっていると思われる。しかし本研究では通過で
きない理由が QD/SiO2/Au の大きさによるものなのか、粒子のもつ化学特性によ
るものなのかを明らかにすることが出来なかった。イオパミドールの大きさが
1.3nm で、また、Aurovist の大きさが 15nm であり、両者ともリンパ節実質部に
まで分布するが Aurovist ではわずかに辺縁に強く集積を認める傾向があること
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を考慮するに、リンパ節内部の分布様式の違いは粒径の大きさによる 47-51 もの
と私は考えている。また、本開発粒子は注入部から、リンパ管およびリンパ節
に強く局在する傾向を示し、それ以外の軟部組織では粒子数の計測が困難であ
った（図 12c）。このことは実際の手術操作を考慮した際には、腫瘍および所属
リンパ節を摘出する際にほとんどの粒子が取り除かれることを意味し、粒子が
長期的に生体に与える影響がないはごく少ないと考えられる。ヒトへの臨床応
用を考慮した際には X 線 CT はミリメートルオーダーの解像度となるが、本実
験で用いたマウスリンパ節の大きさ1mm程度とヒトの約 1/10であることと、100
から 200HU の CT 値の上昇から考えると極端なサイズ差がないことからヒトの
診断用 X 線 CT でも十分検出可能であると考えられる。また、本粒子は注入部
からリンパ管、リンパ節に限局して長時間滞留する傾向を認めることから、術
前に径内視鏡的に粒子を腫瘍に注入した後 CT 撮影を行い、手術するまでの期間
に画像評価、検討を濃厚に行うことが可能となりより精度の高い診断が期待で
きる。 
 
6-4  蛍光イメージングによる粒子分布の評価 
小器官であるリンパ節の詳細な解析には蛍光イメージングより X 線 CT の方が
適していると上述したが、X 線 CT の分解能では癌細胞の解析など組織より小さ
36 
 
い細胞レベルの解析は困難である。実際に現段階で X 線 CT による癌組織診断
は開発されていない。一方蛍光イメージングは分子レベルから細胞レベルの解
析に適しており、これを用いることで詳細なリンパ節組織解析が可能となる。 
微小転移モデルを用いて作成したリンパ節病理切片での QD1 粒子測定と、同
切片で計測された癌細胞核数と比較してみたところ、粒子数と癌細胞核数との
間に高い相関関係(図 13, 14)を認めた (n=4,各 0.63, 0.92, 0.80 および 0.91)。これ
は癌のリンパ節転移が輸入リンパ管流入部から始まるという知見 21,52 と
QD/SiO2/Au が輸入リンパ管流入部近傍に限局して分布するという現象に起因す
るものと考えられる。このことは、本研究の 2 つ目の課題である、病理検査で
摘出リンパ節の転移の有無を高精度に診断し偽陰性を防ぐという可能性を示唆
する。すなわち摘出リンパ節の病理切片を作製する際には蛍光撮影を行い粒子
数が多い部分をランドマークとして割面で作製すれば微小転移が含まれる可能
性が高くなることが予想される。 
 
6-5  X 線 CT と蛍光イメージングの利点の融合 
以上のように X 線 CT イメージと蛍光イメージではその分解能を最大限に生か
せるレベルが異なっている。すなわち、X 線 CT は小器官から全身、蛍光イメー
ジは分子から細胞レベルまでが最も有効に活用できる領域である。本粒子は両
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者のイメージング能を持つことから、分子レベルから全身のイメージング、解
析が可能となる優れたイメージング用粒子である。更に本粒子は平均で 1 個ず
つ Au 粒子と QD 粒子を担持していることから、組織切片での粒子計測と X 線
CT による全身検索での粒子計測を変換計算せずに用いることが出来る。すなわ
ち、組織切片で計測された粒子数と X 線 CT で計測された粒子数は絶対値であ
り、このことは両イメージングを融合させる理想的な担持個数である。 
 
6-6  QD/SiO2/Au 粒子数計測の有用性 
本研究では粒子の合成およびマウス投与実験の際に粒子数計測に基づいた定
量的な評価を試みた。粒子数で粒子の分布を評価することは CT 値あるいは蛍光
量で粒子の分布を評価するよりも優れた方法であると考えられる。なぜなら、
CT 値や蛍光量は検出機器の感度に依存し、条件などによって結果が異なる可能
性があるからである。一方粒子数は絶対数であり、検出機器の条件如何によら
ず普遍的な結果を示すことが可能であるため、より科学的な議論が可能となる。 
本研究では X 線 CT 撮影でリンパ節内の粒子数を計測し、かつ病理標本の粒
子数を計測した。現在の一般的な医学検査において X 線 CT 検査と病理検査の
評価はそれぞれ独立した評価系をもち互いを関連付ける方法はない。しかし、
粒子数という絶対値をパラメーターとして用いることで CT 画像と病理標本と
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の比較が同じ単位を用いて比較検討することが可能となる。こうした試みは現
在までに報告はなく、本研究が初の試みである。このことは今後 X 線画像診断
と病理診断を融合させた新たな診断法となる可能性を含むと思われる。 
 
6-7  今後の研究への課題 
本研究で作製された QD/SiO2/Au 粒子にはいくつかの改善すべき点、検討すべ
き点がある。一つは毒性評価であり、一つは排出代謝機構の問題である。QD は
カドミウムを含有し、生体毒性があるといわれる 53,54。SiO2 で表面をコーティン
グすることはその毒性を出現させない効果がある 55 と考えられるが、長期的に
SiO2 コーティングが保たれて毒性を発現しないかは不明である。また、QD 自体
に含まれるカドミウム量は 2mM であり、これは作製粒子 1ml 中に 2µg 含まれる
ことになるが、日本人が 1 日に摂取するカドミウム量が 19.1µg であることを考
慮しても非常に微量といえるが、体重約 30g の実験マウスにとっては安全域量
かは不明であり、QD が生体に対して持つ毒性、安全性に関してはさらなる検討
が必要である。 
また、SiO2 は安全性の高い物質と注目され様々なナノ粒子の表面コーティン
グなどに使用されている 56 が、高濃度や条件によっては毒性を示唆する報告 57
もあり、生体投与に際してはその粒子自体の毒性と合わせて SiO2自体も評価す
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ることが必要であり今後の検討を要する。Au 自体は毒性が低く古くよりリウマ
チなどの治療薬にも応用されてきた 58 元素であるが本粒子で作製した粒径では
濃紫色を呈し、組織に注入した際に着色が目立つため、ヒトへの臨床応用を考
えた際に皮下などの表面近くへの投与は何らかの脱色操作、あるいは排泄代謝
機構の確立が望まれる。 
また、本研究での動物投与実験においてはリンパ節に集積した粒子は 60 分後も
その領域に留まったままであり、長期的に粒子がどういう動態を示すかは不明
のままである。これらの問題のために本研究で作製した QD/SiO2/Au 粒子をその
ままヒトへ投与することは現段階では難しく、安全性と代謝排泄系の確立は今
後の課題である。本研究で作成した QD/SiO2/Au 粒子のコンセプトを崩すことな
く、イオパミドール、インドシアニングリーン 59 といった既に人への投与の安
全性が確立された製剤のナノ粒子化がこれらの問題を解決する糸口になる可能
性があると思われる。 
 
 
7 結論 
X 線 CT 吸収能と蛍光能を同時に併せ持つナノ粒子作製に成功した。マウスリン
パ節での粒子分布の計測を通して本粒子がセンチネルリンパ節転移危険部位で
あるリンパ管流入部に集積する傾向が明らかとなった。このことから本粒子は
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高精度センチネルリンパ節診断に有用であるといえる。さらに QD/SiO2/Au を用
いて X 線 CT 診断と病理診断に共通する粒子数というパラメーターを通じて両
者の比較検討が出来る可能性が示唆された。 
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9 図 
 
 
 
図 1 リンパ節転移様式 
 
(a)  食道癌と乳癌のリンパ節転移の典型的な転移モデル 
食道癌 (左) は複雑なリンパネットワークを持つために、近傍のリンパ節を経由
せず遠隔領域のリンパ節転移をきたす場合がある。一方乳癌では腋窩領域が最
初に転移を起こしやすい場所であることが知られている。 
(b) リンパ節内での腫瘍成長の典型例。 
輸入リンパ管からリンパ節の輸入リンパ管流入部を介して転移が起こる。被膜
下(図の赤領域）に生着した癌細胞は徐々に増殖してリンパ節内部の実質（図の
青領域）に浸潤していく。増殖のいずれかの時点でリンパ管あるいは血管を介
して他のリンパ節や臓器に転移を起こす。 
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図 2 センチネルリンパ節診断の課題 
 
(a) 消化器癌のリンパ節転移における課題点 
適切な画像評価にも関わらず手術操作での目標リンパ節の見落としが起こりう
るために、確実かつ容易な目標リンパ節検出法が望まれている。 
(b) 赤線の示すスライスで標本を作製した場合は真陽性となるが、青線の示すス
ライスで標本を作製した場合には偽陰性となる。 
a 
b 
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図 3 主たる使用実験機器類 
 
（a）X 線 CT 撮影装置 SkyScan 1176 (Bruker)の外観。9 µm ピクセルの分解能を
有した研究用 X 線 CT で、本研究では 50 kV、0.5 mA の条件にて撮影を行う 
（b）蛍光イメージング用装置 IVIS spectrum®。本研究の測定条件は Luminescent 
exposure time 5 sec Excitation 710 nm/ Emission 790-810 nm F/Stop 2 である。 
（c）蛍光イメージングおよび測定するために共焦点顕微鏡システム。蛍光顕微
鏡(IX-71,Olympus)、Nipkow disk-typeの共焦点ユニット(CSU10 Yokogawa、Japan)、
EMCCD camera(Ixon DV887, Andor, Northern Ireland)から構成されている。 10 倍、
60 倍の対物レンズ(PlanApo 1.40 NA,Olympus)を蛍光測定に用い、励起は blue レ
ーザー(488 nm, 50 mW, Spectra-Physics, CA USA)で行う。励起された蛍光の計測
は 620-700 nm、760-840 nm band pass filter で行う。 
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図 4 微小転移モデルを用いた粒子分布解析 
 
(a) HE 染色によるリンパ節スライス像 
(b) 未染色のリンパ節スライス像。辺縁の一部に粒子の集積を認める。 
(c) 抗サイトケサチン抗体による DAB 免疫染色 
(d) 摘出リンパ節肉眼像。辺縁に粒子の集積を認める。 
(e )(a)の一部拡大像 
(f) (c)の拡大像。抗サイトケラチン抗体による染色を認める 
(g) IgG によるコントロール像 
(h) 共焦点顕微鏡による蛍光観察。粒子の蛍光を認める 
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図 5 共焦点顕微鏡観察による 1 粒子選定および蛍光量測定 
 
(a) 共焦点顕微鏡による標本観察像。赤枠で囲まれた領域を拡大して示す。時間
経過とともに on state と off state と呼ばれる粒子 (量子ドット)の明滅現象が観察 
(黄丸)される。 
(b) (a)の黄丸で囲った輝点のグレイ値の経時変化。明滅現象をグレイ値の変動で
評価する。観察時間の 20% (上記では 4/20 秒)の off state を示す輝点を 1 粒子と
定める。 
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図 6  QD/SiO2/Au の作成 
 
  Sol-Gel 法を用いて QD/SiO2 を作成。Au 粒子は HAuCL4 にクエン酸を用いた
chemical reduction に て 作 成 す る 。 QD/SiO2 と Au 粒 子 は  APES 
(3-aminopropyltriethoxysilane)をカップリング剤として用い接着した. 
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図 7   QD/SiO2/Au の電子顕微鏡像 
 
平均粒径は 56.47±8.95nm(図 a)。 各粒子は平均 0.94±1.04 個の Au ナノ粒子と
1.09±0.4 個の QD 粒子を担持する。Au 粒子の平均粒径は 10.4±1.9nm（図 b）。
a 
b 
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図 8 粒子の X 線吸収能および蛍光能 
 
(a)QD/SiO2/Au と Aurovist、イオパミドールの濃度対 CT (HU) 値。 
(b)QD/SiO2/Au の濃度別 CT 像。濃度上昇に比例して HU 値も上昇。 
(c)QD/SiO2/Au と QD の濃度対蛍光強度 (平均 Radiant Efficiency 値) 
(d)QD/SiO2/Au の濃度別蛍光像。濃度に比例して蛍光強度も上昇。 
a c 
d b 
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図 9  QD/SiO2/Au 投与によるリンパ節イメージング   
 
 QD/SiO2/Au を注入した後の蛍光イメージと X 線 CT イメージ 
(a) マウス足背に生着した 4T1細胞腫瘍 (b) 腫瘍にQD/SiO2/Au を 30µl注入し、
膝窩リンパ節をセンチネルリンパ節として観察する。赤枠はリンパ節模式図。
リンパ節辺縁に粒子（青）が集積する様子。 
(c) 皮膚除去後の膝窩リンパ節肉眼的に粒子の紫色がリンパ節辺縁に集積して
いるのがわかる。 
(d) IVIS 装置によるリンパ節の蛍光イメージ。 やや不均一に蛍光発色している
のがわかる。(e)IVIS 装置によるリンパ節の X 線 CT イメージ。リンパ節辺縁に
強い造影効果を認めリンパ節内部には明らかな造影効果を認めない。 
200nm 200nm 
2mm 
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図 10 金シリカ粒子 (Au/SiO2)のマウス投与実験 
 
マウス足背に 30 µl の Au/SiO2 を注入後 5 分後に撮影 
(a) Au/SiO2 TEM 像。平均粒径 57.4±3.7nm の金粒子を核とした金シリカ粒子。 
(b) Au/SiO2 による X 線 CT イメージ像。膝窩リンパ節 (センチネルリンパ節)が
明瞭に描出される(黄矢頭)。 
(c)  Au/SiO2 注入後の IVIS イメージ像 (ex/em 710/790-810nm)。蛍光イメージで
膝窩リンパ節の描出を認めない(黄矢頭)。赤矢頭は粒子注入部を示す。 
(d)  Au/SiO2 の作成。Sol-Gel 法を用いて作成する。 
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図 11 各造影剤のＣＴ値と変動係数の経時的変化 
 
各リンパ節個体で撮影された 50 から 100 スライスの平均 CT 値を箱ひげ図で表
した。 
Aurovist および QD/SiO2/Au のグラフの左端の軸は HU 値で右端の軸は粒子数に
換算した値を表す。右のグラフは時間ごとの変動係数を表す。変動係数
(coefficient of variation) は標準偏差/平均 HU 値から算出した値。 
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図 12  QD/SiO2/Au とその他の造影剤のリンパ節内分布 
 
(a) 60 分までの経時的変化の CT 画像比較 
粒子分布像は HU 値を Z 軸とした 3D 構築グラフ(左から 5 列目)。3D 像は最も造
影効果を示した時点でのリンパ節像を示す。 
(b) HU 値と QD/SiO2/Au 粒子数の関係。横軸は HU 値、縦軸は粒子個数を表す。 
(c) 粒子数の分布。①から④はリンパ節辺縁部、⑤、⑥はリンパ節実質部 (非辺
縁部) を 900µm3 の ROI で囲ったもの(赤四角)。辺縁部のうち、①がリンパ管流
入部に近く④が最も遠い。赤矢頭は輸入リンパ管を示している。辺縁部群と非
辺縁部群では粒子数に差を認める(t-test,*;P<0.01)。 
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図 13 リンパ節微小転移モデルを用いた粒
子数と癌細胞核数の計測 
 
a-g: 共焦点顕微鏡によるリンパ節病理標
本イメージ (ex/em 660/760-840). 
h-n: HE 染色によるリンパ節病理標本イ
メージ (40 倍視野) 
(a)と(h)、(b)と(i)、(c)と(j)、(d)と(k)、(e)と
(l)、(f)と(m)、(g)と(n)が対応する標本であ
る。 
HE 染色標本上の赤点は癌細胞核を示す。 
各スケールバーは 20µm を示す。 
(o)は共焦点顕微鏡を用いて計測した
QD/SiO2/Au 粒子数のグラフ。 
(p) は光学顕微鏡を用いて計測した癌細胞
核数グラフ。 
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図 14 リンパ節微小転移モデルを用いた粒子数と癌細胞核数の計測 
 
粒子数と癌細胞核数の散布図からそれぞれの相関係数を求めたもの(N=4)。 
赤、緑、青、紫それぞれの相関係数は 0.63, 0.92, 0.80 および 0.91 であった。  
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